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O aumento da prevalência da toxicodependência a nível mundial tem vindo a 
revelar-se cada vez mais preocupante para a sociedade e para o próprio individuo. Esta 
representa um grave problema social, quer pelas suas consequências ao nível de saúde 
pública quer pela criminalidade associada. A toxicodependência traduz-se basicamente 
numa dependência física e psicológica resultante do consumo excessivo e repetido de 
substâncias lícitas ou ilícitas. Estudos de epidemiologia genética demostram que a 
componente genética contribui para o desenvolvimento da dependência da nicotina, 
álcool e drogas, com uma hereditariedade estimada entre 50% a 60%.  
O sistema de recompensa, nomeadamente os sistemas dopaminérgico, 
serotoninérgico e noradrenérgico têm sido implicados na etiopatogenia das 
toxicodependências. Contudo, o papel dos polimorfismos VNTR 40 pb no gene SLC6A3, 5-
HTTLPR no gene SLC6A4 e o polimorfismo G1287A no gene SLC6A2, na etiologia 
das toxicodependências permanece por esclarecer, particularmente na população 
portuguesa. Assim, face à grande heterogeneidade clínica e genética que caracteriza as 
toxicodependências pretende-se investigar uma eventual associação entre os genes mencionados 
e as toxicodependências na população portuguesa, numa amostra de doentes alcoólicos do sexo 
masculino com e sem historial de drogas lícitas ou ilícitas. 
Em relação ao polimorfismo VNTR de 40 pb do gene SLC6A3, os resultados 
obtidos revelaram associação quer para o alcoolismo (Χ2 = 11,308; df= 3; p= 0,013) 
quer para a dependência de drogas ilícitas (Χ2= 7,456; df= 2; p= 0,024). Por outro lado 
não foi detetada associação entre o gene SLC6A3 e a dependência tabágica. No seu 
conjunto, os resultados obtidos parecem sugerir que o gene SLC6A3 desempenha um 
papel importante na etiologia do alcoolismo e das dependências de drogas ilícitas.  
Com o intuito de identificar genes de susceptibilidade, investigou-se também o 
polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4 na etiologia das dependências a drogas 
ilícitas e licitas, e os resultados obtidos não revelaram associação quer para o alcoolismo 
quer para a dependência a drogas ilícitas. Contudo, uma associação entre o 
polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4 e a dependência tabágica foi obtida (Χ2= 
7,390; df =2; p= 0,025), sugerindo que o polimorfismo 5-HTTLPR poderá 




 Em relação ao gene SLC6A2, a análise estatística revelou diferenças 
estatisticamente significativas entre a amostra de doentes alcoólicos versus a amostra de 
controlos para a distribuição genotípica (Χ2= 15,609; df= 2; p= 0,000); entre a amostra de 
doentes alcoólicos com e sem historial de tabagismo, para a distribuição genotípica (Χ2= 
40,094; df= 2; p= 0,000) e para a distribuição alélica (Χ2= 10,575; df= 1; p= 0,001). 
Resultados negativos, quer para o genótipo, quer para o alelo foram obtidos para a análise 
referente a dependência de drogas ilícitas. Os resultados obtidos permitem inferir que o 
polimorfismo G1287A desempenha um papel minor na etiologia quer do alcoolismo 
quer da dependência tabágica na população portuguesa. 
A investigação desenvolvida permitiu identificar fatores de susceptibilidade 
genética para a etiologia das toxicodependências, contributo este que poderá ter 
repercussões quer ao nível da prevenção e identificação de indivíduos em risco, 
permitindo desta forma a diminuição de vítimas de toxicodependência.  
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1.1 Considerações gerais das toxicodependências 
A toxicodependência traduz-se basicamente numa dependência física e psicológica 
resultante do consumo excessivo e repetido de substâncias psicoativas, nomeadamente drogas 
sintéticas ou naturais, sendo o seu consumo lícito ou ilícito. As drogas psicoativas podem ser 
classificadas como drogas psico-estimulantes (cocaína, anfetaminas, nicotina), drogas 
analgésicas (heroína, morfina), drogas alucinogénias (LSD, cannabis) e drogas 
depressivas (álcool, benzodiazepinas) (Gold & Greer, 2010). Estas substâncias 
caracterizam-se pelo efeito tóxico no organismo, afetando principalmente o sistema nervoso 
central (SNC), com repercussões na libertação de diversos neurotransmissores (Clapp et al., 
2008). As toxicodependências tornaram-se num grave problema social, quer pelas suas 
consequências, ao nível da saúde pública quer pela criminalidade a ela associada, elevando 
drasticamente os índices de morbidade e mortalidade (Skog, 2001; Klotz et al., 2007). 
Relacionados com estes problemas estão os enormes custos socioeconómicos, envolvidos nos 
tratamentos de desintoxicação e de patologias associadas ao consumo de substâncias (I.D.T., 
2011; Degenhardt & Hall, 2012; Teesson et al., 2012). Estima-se que aproximadamente 230 
milhões de pessoas, 5% da população mundial adulta (entre os 15-64 anos), façam uso regular 
de qualquer tipo de droga ilícita, segundo o relatório mundial da Secretaria das Nações Unidas 
para a Prevenção da Droga e Controlo do Crime (UNODC, 2012). De entre todas as substâncias 
psicoativas a cannabis é a droga mais consumida em todo o mundo (5% da população), seguida 
pelas anfetaminas (1,2%), o ecstasy (0,6%), os opiáceos (0,5%) e a cocaína (0,4%) (UNODC, 
2012). Cerca de 100 mil a 250 mil óbitos registados no mundo resultaram do consumo de 
drogas ilícitas. 
De entre as substâncias lícitas, o álcool lidera mundialmente as taxas de 
consumo, seguido pelo tabaco. Em 2004, a Organização Mundial de Saúde estimou 2 
biliões de consumidores de álcool em todo o mundo, com um registo global de 2,5 
milhões de mortes anuais a nível global, representando cerca de 3,8% de todas as mortes 
mundiais (WHO, 2004; WHO, 2011). Relativamente ao tabaco, um bilião da população 
mundial com idade compreendida entre os 15-64 anos é fumadora. Anualmente seis 
milhões de pessoas morrem pelo uso ou exposição ao tabaco (WHO, 2010; Bierut, 
2011).  
Na União Europeia (EU) existem dois milhões de toxicodependentes dos quais 
metade se injetam. O consumo de drogas por injeção é um veículo crucial de infeções 





toxicodependência na Europa é responsável pela morte de 6500 a 9000 pessoas por ano, 
resultado de overdose. Tal como se verifica a nível mundial, na UE é a cannabis que 
lidera os índices de prevalência com mais de 78 milhões de pessoas adultas europeias, 
seguida da cocaína (14,5 milhões), anfetaminas (12,5 milhões), ecstasy (11 milhões) e 
opiáceos (1,3 a 1,4 milhões) (EMCDDA, 2011). Na EU registam-se os índices mais 
elevados do consumo de álcool, com repercussões sociais, que se traduzem em atos de 
violência, vandalismo, crime, problemas familiares e exclusão social, sendo os jovens e 
os indivíduos do sexo masculino os mais afetados (Rehm et al., 2006; WHO, 2010).  
Em relação ao tabaco, um terço da população europeia é fumadora e para além 
dos problemas de saúde associados aos hábitos tabágicos, este vicio mata mais de 650 
mil fumadores europeus e 79 mil fumadores-passivos por ano (EMCDDA, 2011; WHO, 
2011).  
Em Portugal, tal como no resto do mundo, a toxicodependência está a adquirir 
contornos inquietantes e a tomar proporções alarmantes. Os resultados dos últimos anos 
apontam para um aumento a nível nacional do consumo do tabaco, do álcool e de drogas 
ilícitas com o predomínio da cannabis (8,8%), estimulantes (3,4%) e LSD (dietelamida 
do ácido lisérgico) (2%) (I.D.T., 2010). Os consumos de várias substâncias iniciam-se 
cada vez mais cedo, assistindo-se a um aumento com a idade, e apesar das alterações 
verificadas ao nível do sexo, continuam a ser os indivíduos do sexo masculino que mais 
consomem. Verifica-se assim um agravamento da situação em termos de risco ou 
ameaça para a saúde e bem-estar dos jovens. Portugal apresenta um dos maiores índices 
de consumo de álcool per capita do mundo, situando-se no décimo segundo lugar a 
nível mundial (WHO, 2004). Salienta-se que aproximadamente um milhão e oitocentos 
mil portugueses são bebedores excessivos ou doentes alcoólicos crónicos, colocando 
Portugal como o segundo maior consumidor na União Europeia (WHO, 2004). 
Atualmente, mais de 60% dos jovens com idades compreendidas entre os 12 e os 16 
anos e mais de 70% acima dos 16 anos, consomem regularmente bebidas alcoólicas 
No âmbito do tabaco, a parcela superior dos fumadores também é do sexo 
masculino (27,6%). O tabagismo é responsável por 90% dos cancros pulmonares e é um 
fator de risco para acidentes cerebrovasculares e ataques cardíacos mortais (WHO, 
2011). 
Os fatores ambientais, tais como a disponibilidade ao tabaco, álcool e drogas, 





a acessibilidade a uma substância é relativamente mais significativa na iniciação do uso 
da mesma (Bierut, 2011).  
Estudos familiares, de gémeos e de adoção demostraram também que a 
componente genética contribui para o desenvolvimento da dependência da nicotina, 
álcool e drogas, com uma hereditariedade estimada entre 50% a 60% (Bierut, 2011; 
Enoch, 2012). A dependência de drogas lícitas e ilícitas apresentam uma significativa 
complexidade e heterogeneidade, nas quais estão implicadas interações gene-gene e 
gene-ambiente (Enoch, 2012). Apesar das estratégias de prevenção e tratamento 
atualmente disponíveis, o reforço de medidas de prevenção e combate às 
toxicodependências e às suas consequências devastadoras são fundamentais, pelo que é 
imperativo efetuar estudos a nível genético.  
1.2 Efeitos fisiológicos das toxicodependências 
As toxicodependências traduzem-se em alterações de processos 
comportamentais, cognitivos e fisiológicos do organismo, que variam consoante o tipo 
de substância e com o tempo de exposição à mesma. As drogas psico-estimulantes 
caracterizam-se por provocar alterações nos processos cognitivos, induzem a euforia, 
aumentam a actividade motora e diminuem a fadiga reduzindo a necessidade de sono e 
apetite. As drogas analgésicas, tal como o seu próprio nome indica, induzem um efeito 
analgésico (eliminam a dor) e um efeito hipnótico (aumento da sonolência) (Salzman & 
Micheels, 2010). Por outro lado, as drogas alucinogénicas distorcem os sentidos, 
nomeadamente a visão e a audição, resultantes de alucinações, podendo levar ao estado 
de psicoses. Entre as drogas depressivas destaca-se com maior relevância o álcool, que 
diminuem e inibem as atividades cerebrais.  
A primeira fase da etapa do consumo das drogas mencionadas, caracteriza-se 
pela ausência de efeitos negativos, apresentando apenas efeitos de reforço positivo 
como efeitos de estados eufóricos e estimulantes. Porém, o uso repetido destas drogas 
traduz-se em efeitos de reforço negativo, principalmente sintomas depressivos, 
descontrolo e falta de coordenação motora (Levin 2010; Breese et al., 2011). Ambos 
estes reforços são responsáveis por desencadearem um estado de neuroadaptação 
cerebral, que se traduz em alterações adaptativas no SNC (Yin, 2008), que conduzem a 
um estado de dependência (Camí & Farré, 2003). A dependência é normalmente 





doses cada vez mais elevadas, até se tornarem incontroláveis, para obter o efeito 
desejável (Hyman & Malenka, 2001) e pelos sintomas de abstinência que se manifestam 
depois de uma interrupção imprevista do consumo de determinada droga, 
desencadeando diversos efeitos fisiológicos, nomeadamente alucinações e crises 
convulsivas (Camí & Farré, 2003). A crise de abstinência do álcool pode levar a 
sintomas de abstinência mais intensa e complicada que se traduzem geralmente no 
estado de delirium tremens (Saddichha et al., 2008). Este estado caracteriza-se numa 
situação extrema de embriagues que leva a condições de tremores, convulsões, 
alucinações e crises de ansiedade no individuo. Após algum tempo de abstinência, 
surgem as recaídas acompanhadas de um desejo intenso de procura e um consumo 
excessivo e incontrolável das substâncias (Becker, 2008). 
O abuso do álcool e das drogas está relacionado com efeitos de recompensa e 
reforço causado pelo uso repetitivo da substância (Moussa set al., 2009). O consumo 
destas substâncias conduz ao desenvolvimento de inúmeras patologias, sobretudo 
doenças cardíacas, neurológicas, respiratórias e imunológicas (Rehm et al., 2009). 
1.3 Sistema de recompensa e neurobiologia das toxicodependências  
1.3.1 Sistema de recompensa 
A procura e o consumo compulsivo das substâncias psicoativas e da alimentação 
são resultado do comportamento dos sentimentos de prazer e recompensa mediados pelo 
sistema de recompensa. Este incluiu vários sistemas de neurotransmissores, 
nomeadamente o sistema serotoninérgico, noradrenérgico, gabaérgico, glutamatérgico e 
particularmente o sistema dopaminérgico (Vangeliene et al., 2008; Tomkins & Sellers, 
2001). A área tegmental ventral (VTA), o núcleo accumbens (NAcb), o córtex pré-
frontal (figura 2) (Chen et al., 2010), incluindo o sistema mesolímbico dopaminérgico 
(Vangeliene et al., 2008), são as principais estruturas cerebrais envolvidas no circuito de 
recompensa. Este sistema esta implicado na regulação do comportamento emocional e 
inclui uma área que é responsável pela procura de estímulos causadores de prazer 
(Gonzales et al., 2004), denominada de sistema de recompensa cerebral. Este sistema 
também assegura comportamentos fundamentais para a sobrevivência humana, 






Figura 2: Áreas do SNC envolvidas no sistema de recompensa, incluindo a via mesolímbica 
dopaminérgica. Adaptado de Tomkins & Sellers (2001). 
1.3.2 Sistema Dopaminérgico 
O sistema dopaminérgico nigro-estriatal, originado na substância nigra do 
mesencéfalo, projetando-se para o estriado dorsal está envolvido no controlo motor. O 
sistema mesolímbico que tem a sua origem na VTA, projeta os seus neurónios para 
várias partes do sistema límbico, incluindo a amígdala, o hipocampo, o córtex ventral e 
o NAcb, desempenhando um papel importante nos efeitos reforçados de certos tipos de 
estímulos, nomeadamente no comportamento emocional. Os corpos celulares dos 
neurónios do sistema dopaminérgico mesocortical localizam-se também no VTA, 
projetando os seus axónios para o córtex frontal, afetando funções cognitivas, como a 
formação de memórias de curto prazo, motivação e atenção (Soderpalm & Ericson, 
2011). A disfunção do sistema dopaminérgico está implicada em múltiplos distúrbios 
tais como a esquizofrenia, a doença de Parkinson, a dependência de drogas e o distúrbio 






Figura 3- Representação das vias dopaminérgicas. Adaptado de Hyman et al. (2006). 
 
O neurotransmissor dopamina (DA) pertence à família das catecolaminas. Além 
da DA, essa família inclui a norepinefrina e a noradrenalina. Como o próprio nome 
indica, a estrutura básica das catecolaminas inclui um grupo catecol e um grupo amina 
(Nagatsu, 2006). A síntese da DA ocorre particularmente nos neurónios dopaminérgicos 
da substância nigra do mesencéfalo, a partir da tirosina, que é o aminoácido precursor 
de todas as catecolaminas. A primeira etapa da síntese da DA consiste na conversão da 
tirosina a dihidroxifenilalanina (dopa) por ação da enzima tirosina hidroxilase (TH). A 
próxima e última etapa traduz-se na conversão da dopa a DA pela enzima dopa 
descarboxílase (DDC). Posteriormente à sua síntese no citoplasma do neurónio, a DA é 
transportada para o interior das vesículas sinápticas, permanecendo armazenada até a 
sua libertação. Este transporte é mediado pelo transportador vesicular que permita a 
troca de protões para o exterior da vesícula, enquanto efetua o transporte simultâneo da 
DA para o interior da vesícula, contra o seu gradiente de concentração (Elsworth & 
Roth, 1997). Com o impulso nervoso, os canais de cálcio (Ca2+), abrem e o influxo 
deste catião promove a fusão das vesículas que armazenam a DA com a membrana pré-
sináptica do neurónio dopaminérgico, libertando o seu conteúdo para a fenda sináptica. 
Uma vez livre, a DA pode ligar-se aos seus recetores localizados na membrana do 
neurónio pós-sináptico, e aos seus auto-recetores que se localizam no terminal do 
neurónio pré-sináptico, diminuindo a síntese de DA no neurónio e consequentemente a 
libertação de dopamina.  
As diversas ações fisiológicas da dopamina são mediadas pelos seus cinco 





recetores do grupo D1 que inclui os recetores DRD1 e DRD5 e os recetores do grupo 
D2 que inclui os recetores DRD2, DRD3 e DRD4. Estes dois grupos são conhecidos por 
interagirem com a adenilato ciclase (AC), enzima responsável pela conversão de 
trifosfato de adenosina (ATP) em adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (cAMP). Este, 
ativa proteínas cinases que fosforilam os recetores, levando à internalização dos 
mesmos. Os recetores do tipo D1 estimulam a AC por intermédio da proteína G, 
enquanto os recetores D2 inibem a ação da mesma (Missale et al., 1998).  
A ação da DA na fenda sináptica é terminada por ação da sua recaptação através 
do seu transportador (DAT) e por ação do seu metabolismo mediado pela enzima 
monoamina oxidase (MAO) (Elsworth & Roth, 1997). A DA captada no interior do 
neurónio pode ser reciclada nas vesiculas sinápticas para uso subsequente na 
neurotransmissão, ou pode ser degradada pela MAO a ácido dihidroxifenilacético 
(DOPAC) (figura 4). 
.  
Figura 4: Representação esquemática do terminal sináptico dopaminérgico, evidenciando as entidades 
moleculares associadas com a síntese, libertação e recaptação da dopamina. Adaptado de Torres et al. 
(2003). 
O DAT é uma proteína integral de membrana do terminal nervoso 
dopaminérgico que tem a função crítica de finalizar a atividade da DA através da 





doze domínios transmembranares conectados por loops intra e extracelulares, e pertence 
à família dos transportadores de neurotransmissores dependentes de sódio e cloreto 
(Na2+/Cl-) (Figura 5) (Masson et al., 1999). Estes transportadores são assim 
denominados porque efetuam a recaptação do neurotransmissor simultaneamente com o 
co-transporte de Na2+. Tanto o Na2+ como o Cl- são co-transportados com o 
neurotransmissor para o interior da célula (Torres et al., 2003). 
 
Figura 5: Representação estrutural do DAT, onde estão identificados os doze domínios 
transmembranares (cor azul) e as variantes dos aminoácidos. Os números indicam as posições dos 
aminoácidos na proteína. Adaptado de Hahn & Blakely (2002). 
1.3.3 Sistema Serotoninérgico 
A serotonina (5-HT), também designada de 5-hidroxitriptamina, tem sido decrita 
como um neurotransmissor modulatório largamente distribuido no SNC. Trata-se de 
uma amina biogénica que é produzida nos núcleos de Rafe, que se concentram em dois 
grandes grupos: dorsal e caudal, por neurónios serotoninérgicos que se projectam por 
aproximadamente todas as áreas cerebrais (figura 6) (Berger et al., 2009). Por esta 
razão, a 5-HT é responsável pela regulação de várias funções vitais do organismo, como 
por exemplo, o sono, o rítmo cardíaco, o sistema emocional, a alimentação, os 
comportamentos cognitivos e reprodutivos, e as funções cardiovasculares e 
respiratórias. A desregulação do sistema serotoninérgico conduz a estados patológicos 
tais como a depressão, obsessão, ansiedade, perda de memória e alucinaçoes visuais e 






Figura 6: Representação das vias serotoninérgicas. Adaptado de Malgorzata et al. (2005). 
 
Devido as suas propriedades hidrofílicas a 5-HT não consegue atravessar a 
barreira hematoencefálica, portanto a sintese é realizada dentro do próprio sistema 
nervoso central apartir do aminoácido triptofano (Trp). O processo envolve duas 
enzimas, a triptofano hidroxilase (TPH) que converte o Trp em 5-hidroxitriptofano (5-
HTP) e a decarboxilase dos aminoácidos aromáticos (AADC) que converte rapidamente 
o 5-HTP em 5-HT (figura 7) (Silber & Schmitt, 2010; Watanabe et al., 2011).  
Uma vez sintetizada, a 5-HT é armazenada em vesículas sinápticas localizadas 
nos terminais dos axónios por ação de um gradiente eletroquímico de protões. Após a 
chegada de um impulso nervoso, a entrada de Ca2+ no neurónio pré-sináptico estimula a 
fusão das vesículas sinápticas com a membrana plasmática do neurónio resultando na 
libertação da 5-HT para a fenda sináptica. Parte desta liga-se aos recetores da membrana 
do neurónio pós-sináptico propagando o impulso nervoso, e outra parte pode ser 
recaptada pelo transportador da serotonina (5-HTT) para o interior do neurónio pré-
sináptico, onde poderá posteriormente ser degradada pela enzima monoaminoxidase 
(MAO), a ácido 5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA) ou internalizada nas vesículas 
sinápticas (Daubert & Barry, 2010).  
Tendo em conta as diferenças estruturais, farmacológicas e bioquímicas, os 
recetores da 5-HT são classificados em sete famílias distintas (5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-
HT4, 5-HT5, 5-HT6 e 5-HT7), possuindo vinte e oito subtipos (5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 





HT4A, 5-HT4B, 5-HT4C, 5-HT4D, 5-HT4E, 5-HT4F, 5-HT4G, 5-HT4H, 5-HT4HB, 5-HT5A, 5-
HT5B, 5-HT7A, 5-HT7B, 5-HT7C e 5-HT7D). Todos os recetores serotoninérgicos 
pertencem à família dos recetores acoplados à proteína G, exceto os recetores 5-HT3, 
que são canais iónicos. Os recetores 5-HT1 e 5-HT5 inibem a adenilciclase, ao contrário 
dos recetores 5-HT4, 5-HT6 e 5-HT7 que estimulam a mesma. Os recetores 5-HT2 
acoplam positivamente à fosfolipase C, que conduz a um aumento do cálcio intracelular 
(Yun & Rhim, 2011). 
 
Figura 7: Representação esquemática do terminal sináptico serotoninérgico, evidenciando as entidades 
moleculares associadas com a síntese, libertação e recaptação da serotonina. Adaptado de Torres et al. 
(2003). 
O 5-HTT localiza-se na membrana plasmática dos terminais axonais dos 
neurónios pré-sinápticos e é responsável pela captação da serotonina da fenda sináptica, 
regulando deste modo os níveis deste neurotransmissor e, consequentemente a ação do 
mesmo na sinapse, mantendo assim a homeostasia do sistema Este transportador, faz 
parte da grande família dos transportadores de neurotransmissores dependentes Na2+/Cl, 
possui doze domínios transmembranares e um grande loop situado entre os domínios 





carboxílico (-COOH) são intracelulares e são responsáveis pela regulação da magnitude 
e da durabilidade da neurotransmissão serotoninérgica. 
 
Figura 8: Representação estrutural do 5-HTT, onde estão identificados os doze domínios 
transmembranares (cor lilás) e as variantes dos aminoácidos. Os números indicam as posições dos 
aminoácidos na proteína. Adaptado de Hahn & Blakely (2002). 
1.3.4 Sistema Noradrenérgico 
A noradrenalina, também designada de norepinefrina (NE), assim como a 
dopamina, faz parte da família das catecolaminas. Os neurónios noradrenérgicos 
projetam-se a partir do tronco cerebral irrigando quase todas as áreas cerebrais (figura 
9), tornando o sistema noradrenérgico responsável por diversas funções patológicas e 
fisiológicas, nomeadamente a resposta ao stress, memória, aprendizagem, atenção, 
comportamento, estados de alerta e excitação (Zhou, 2004; Sofuoglu & Sewell, 2009). 
 





Os neurónios produtores de NE encontram-se maioritariamente no locus 
coeruleus, responsável pela resposta ao stress. Nestes neurónios a NE é sintetizada a 
partir do aminoácido tirosina incluindo três etapas. A primeira etapa consiste na 
conversão da tirosina em dihidroxifenilalanina (dopa) por ação da enzima tirosina 
hidroxilase, seguindo-se a segunda etapa com a conversão da dopa em DA por ação da 
enzima dopa descarboxílase. Por fim, a última etapa consiste numa hidrolisação da DA 
por ação da dopamina hidroxilase originando a NE (figura 10) (Sofuoglu & Sewell, 
2009). Esta, fica automaticamente armazenada no interior das vesiculas sinápticas uma 
vez que a conversão de dopamina a NE ocorre no interior das mesmas. Quando a 
membrana do neurónio pré-sináptico recebe um potencial de ação, os canais de Ca2+ 
abrem e este catião difunde-se para o interior do terminal pré-sináptico. O aumento de 
Ca2+ intracelular provoca a fusão das vesículas sinápticas com a membrana neuronal 
estimulando a exocitose da NE para a fenda sináptica e esta liga-se aos recetores do 
neurónio pós-sináptico. Os recetores noradrenérgicos dividem-se em duas categorias, 
alfa (α) e beta (β), ou mais corretamente em três sub-categorias, α1, α2 e β. Todos os 
subtipos destas três sub-categorias (α1A, α1B, α1D, α2A, α2B, α2C, β1, β2 e β3) estão 
acoplados a proteínas G, que por sua vez, estimulam ou inibem a adenilcilase. (Zhong & 
Minneman, 1999). A MAO e o transportador da norepinefrina (NET) estão envolvidos 
na degradação e recatação da NE. A MAO localiza-se na superfície externa das 
mitocôndrias e degrada a NE em compostos inativos (diidroxifenilglicol), que entram na 






Figura 10: Representação esquemática do terminal sináptico noradrenérgico, evidenciando as entidades 
moleculares associadas com a síntese, libertação e recaptação da norepinefrina. Adaptado de Torres et al. 
(2003). 
Porém, o único mecanismo de remover a NE da fenda sináptica é a recaptação 
mediada pelo transportador da norepinefrina (NET). Parte da NE recaptada é 
armazenada no interior das vesiculas sinápticas por acção do transportador vesicular e 
outra parte é degrada pela MAO, como referido a cima. O NET localiza-se nos 
neurónios noradrenérgicos e trata-se de uma proteína transmembranar pertencente à 
família dos transportadores de neurotransmissores dependentes de Na2+/Cl- (Masson et 
al., 1999). Possui doze domínios transmembranares com os terminais NH2 e COOH 






Figura 11: Representação estrutural do NET, onde estão identificados os doze domínios 
transmembranares (cor rosa) e as variantes dos aminoácidos. Os números indicam as posições dos 
aminoácidos na proteína. Adaptado de Hahn & Blakely (2002). 
1.3.5 Neurobiologia das toxicodependências e genes candidatos 
Todas as substâncias psicoactivas que levam, ao abuso e à dependência, 
independentemente dos efeitos fisiológicos que provocam, têm em comum a capacidade 
de ativar o sistema de recompensa, nomeadamente a via mesolímbica dopaminérgica, 
quer por influenciar diretamente a ação da dopamina no sistema, quer por alteração da 
atividade de outros neurotransmissores (Wise 1998; Clapp et al., 2008). 
As drogas, o tabaco e o álcool aumentam os níveis de monoaminas (DA, 5-HT e 
NE) extracelulares por ação de diferentes mecanismos. A cocaína liga-se aos 
transportadores das monoaminas, que se localizam nos terminais pré-sinápticos, 
bloqueando-os e inibindo a sua ação. As anfetaminas atuam como inibidores da MAO e 
estimulam as vesículas sinápticas a libertarem os neurotransmissores para a fenda 
sináptica, inibindo assim, o processo de recaptação da DA, NE e 5-HT pelos respetivos 
transportadores (Camí & Farré, 2003) (figura 12). Assim sendo, verifica-se uma 
diminuição da acumulação dos neurotransmissores e por conseguinte um aumento da 
quantidade de neurotransmissores livres na fenda sináptica disponíveis aos recetores 
pós-sinápticos. Este fenómeno desencadeia sensações intensificantes que reforçam o 
desejo por um novo consumo da substância psicoativa, com o intuito de satisfazer a 





Figura 12: Ação dos psicoestimulantes no sistema dopaminérgico. A cocaína e as anfetaminas aumentam 
os níveis de DA extracelular. A cocaína bloqueia o DAT, localizado na membrana pré-sináptica, inibindo 
a recaptação da DA e aumentando a DA livre na fenda sináptica. As anfetaminas, ao contrário da cocaína, 
penetram nos neurônios dopaminérgicos, através dos seus transportadores de recaptação (DAT) e 
interagem intracelularmente com o transportador vesicular monoamina (VMAT), estimulando a libertação 
de DA no terminal pré-sináptico. Por inversão do transportador, a DA é libertada para fora do neurónio na 
sinapse. Adaptado de Hyman et al., 2006. 
Contrariamente às anfetaminas e à cocaína, o álcool e a nicotina, atuam no 
sistema de recompensa de uma forma indireta. Particularmente, o álcool atua ao nível 
dos sistemas glutamatérgico, gabaérgico e serotoninérgico, e a nicotina nos sistemas 
serotoninérgico (Mihailescu et al., 2002) e colinérgico, nomeadamente pelos recetores 
nicotínicos da acetilcolina (nAChR), que se encontram largamente distribuídos no 
sistema nervoso (Weiss et al., 2007). Resultados de diversos estudos animais, 
farmacológicos e de neuroimagem, têm sugerido alterações na neurotransmissão dos 
sistemas dopaminérgico, serotoninérgico e noradrenérgico. O sistema dopaminérgico 
tem sido relatado como o principal elemento na mediação da recompensa e efeitos 
estimulantes. Porém, este sistema por si só não explica a vasta gama de processos de 
viciação. Por exemplo, estudos farmacológicos, utilizando inibidores da dopamina, 
revelam que não há uma extinção completa da auto-administração de álcool e drogas 
por parte dos modelos animais treinados para tal (Camí e Farré, 2003, Chastain 2006; 
Gilpin & Koob, 2008; Sofuoglu & Sewell 2009). Assim, este efeito sugere que a 
dopamina é um importante, mas não essencial, componente para o reforço das drogas e 
que outros sistemas de neurotransmissores, nomeadamente o sistema serotoninérgico e 
noradrenérgico, também contribuem para manter as propriedades de recompensa e 





O sistema noradrenérgico contribui para efeitos estimulantes independentemente 
da DA. Apesar de, poder não ser um estimulante crucial para a auto-administração dos 
psicostimulantes, a NE medeia os efeitos gratificantes e estimulantes da droga, bem 
como a recaída. Para além disso, diversos estudos revelam que uma lesão nos neurónios 
noradrenérgicos diminui a libertação de DA no NAcb, reciprocamente, a ativação 
desses neurónios aumenta a atividade dos neurónios dopaminérgicos na VTA, 
demonstrando assim este estudo, que existe uma conexão funcional entre a NE e a DA 
(Sofuoglu & Sewell, 2009). Estudos com modelos animais têm demonstrado que 
administração de álcool estimula a libertação de NE em macacos e estudos efetuados 
em doentes alcoólicos revelaram elevadas concentrações de NE, no líquido 
cefalorraquidiano, plasma e urina durante a abstinência (Huang et al., 2008, Sofuoglu & 
Sewell, 2009).  
O sistema serotoninérgico também desempenha um papel importante nas 
propriedades de recompensa e abuso de substâncias, por ativação direta no sistema 
dopaminérgico (Budde et al., 2010). Experiências in vivo em animais revelaram níveis 
elevados de 5-HT no NAcb após a administração de cocaína, assim como mutuamente 
se verificou uma diminuição dos níveis de 5-HT no NAcb, durante a abstinência da 
droga de abuso (Malgorzata et al., 2005; Kirby et al., 2011). È importante referir que 
durante o período de abstinência de qualquer droga de abuso, os níveis de 5-HT no 
NAcb são reduzidos (Kirby et al., 2011) e esta redução é parcialmente revertida por 
auto-administração da substância durante a abstinência. Redução dos níveis do ácido 5-
hidroxi-indol-acético (metabolito da 5-HT), têm sido verificados no líquido 
cefalorraquidiano de doentes alcoólicos associados a comportamentos agressivos (Ho et 
al., 2010; Heinz et al., 2011). Além disso, diversos estudos pos-mortem têm revelado 
uma disfunção funcional do sistema serotoninérgico no cérebro de doentes alcoólicos 
(Enoch et al., 2011). 
Estudos com modelos animais também demonstraram que a nicotina, tal como o 
álcool e outras drogas de abuso, estimula a libertação de 5-HT no cérebro e nos períodos 
de abstinência verifica-se um efeito oposto. Resultados de distintos estudos de 
neuroimagem demonstraram que todas as drogas de abuso estimulam a libertação de 
dopamina em diversas áreas cerebrais, mas o efeito parece estar mais evidente no NAcb, 
causando euforia e reforço do comportamento (Soderpalm & Ericson, 2011; Volkow et 





ou indirecta dos corpos celulares dopaminérgicos situados no VTA (Tomkins & Sellers, 
2001) (figura 13). Por outro lado, a nicotina liga-se aos receptores nicotínicos da 
acetilcolina estimulando a libertação de DA essencialmente no VTA (Singer et al., 
2004) e no NAcb.  
 
Figura 13: Esquematização da projeção da dopamina da VTA para o NAcb, indicando o modo como as 
substâncias de abuso podem alterar a atividade desta via para produzir seus efeitos de recompensa. 
Adapatado de Tomkins & Sellers (2001). 
Nos seres humanos, os níveis de DA são substancialmente aumentadas no NAcb, 
em dependentes de cocaína, e estes aumentos estão associados ao craving (desejo) pela 
droga (Kohnke et al., 2005; Volkow et al., 2007). Em alcoólicos abstinentes também se 
têm verificado alterações no sistema dopaminérgico, nomeadamente a redução da 
síntese de DA. Este efeito parece estar relacionado com o craving e subsequentemente 
com a recaída. Já em alcoólicos, os níveis de DA extracelular são elevados no NAcb 
(Soderpalm & Ericsson). 
Atualmente, o mecanismo biológico exato pelo qual as drogas licitas e ilicitas 
alteram a atividade da via mesolímbica dopaminérgica, que é importante na mediação 
da procura, da dependência e da recaída das substâncias psicoativas, assim como os 





permanecem por esclarecer (Miller et al., 2007; Vangeliene et al., 2008; Kirby et al., 
2011).  
 
1.4 Considerações gerais sobre genética 
1.4.1 Genoma humano 
O genoma humano encontra-se distribuído em 23 pares de cromossomas, 22 
pares são cromossomas autossómicos e 1 par é cromossomas sexuais (Burton et al., 
2005). O DNA, cuja estrutura da dupla hélice foi descoberta por Watson e Crick (1953), 
é formada por quatro bases, duas purinas (adenina e guanina) e duas pirimidinas 
(citosina e timina) (figura 14). As diferentes combinações destas bases são responsáveis 
pela variabilidade genética, tendo em conta que 99,9% do genoma é comum a todos os 
humanos e somente 0,1% difere de pessoa para pessoa consoante a função da 
combinação dos genomas dos pais. Estes 0,1% determinam para além das características 
individuais de cada ser humano, a predisposição a determinadas patologias (Burton et 
al, 2005; Montpetit & Chagnon, 2006). 
O gene é a unidade fundamental da herediteriedade constituído por uma 
sequência especifica de DNA responsável pela síntese de uma determinada proteína. 
Cada gene pode ter inúmeras formas alternativas (alelos), que ocupam uma determinada 
posição (locus) num cromossoma (Burmeister, 1999). Genericamente os genes são 
constituídos por regiões codificantes (exões) que são responsáveis pela determinação da 
sequência de aminoácidos da proteina, por regiões não codificantes (intrões) que são 
removidas após o processo de splicing e por sequências reguladoras 5’UTR 






Figura 14: Modelo da estrutura do DNA segundo Watson e Crick. 
1.4.2 Variantes genéticas no DNA  
Os polimorfismos genéticos podem ser classificados em Restriction Fragment Length 
Polymorphisms (RFLPs), Variable Number of Tandem Repeats (VNTRs) ou minissatélites, 
Short Tandem Repeats (STRs) ou microssatélites, Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) e 
Copy Number Variations (CNVs).  
Os RFLP’s (Botstein et al., 1980), foram os primeiros marcadores genéticos a 
serem descobertos e utilizados em estudos genéticos. Caracterizam-se pela alteração de 
um par de bases que cria ou destrói um local de restrição reconhecido por uma enzima 
de restrição, originando diferentes fragmentos de DNA que diferem no tamanho devido 
à presença ou ausência de uma sequência especifica (local de restrição) (figura 15) 






Figura 15: Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP). Se uma substituição de um nucleótido 
ocorre dentro de um local de restrição, o polimorfismo pode ser detectado por sujeição do DNA a uma 
enzima de restrição. Esta, corta a cadeia de DNA nos locais específicos, originando fragmentos de 
diferentes tamanhos. Adaptado de Madder, (1998). 
Mais tarde surgiram os VNTR’s ou minissatélites (Nakamura et al., 1987), que 
são altamente polimórficos e resultam da ocorrência de longas sequencias de DNA que 
variam de dez a várias centenas de pares de bases, e que se repetem um número variável 








Figura 16: Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) ou minissatélites, gerados por longas 
unidades repetidas em tandem, que contêm sequências de 10 a várias centenas de pares de bases. 
Os microssatélites ou STR’s (Weber & May, 1989), são constituídos por curtas 
sequências repetitivas de nucleótidos, de dois a quatro pares de bases (figura 17) 







Figura 17: Short Tandem Repeats (STR) ou microssatélites, gerados por pequenas repetições em 
tandem, que contêm sequências de 2 a 4 pares de bases. 
 
…ACAGGGTGTGGGG… 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
13 14 15 17 16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1 2 3 4 5 6 7 
AATG 





Os SNPs são marcadores genéticos de eleição importantes para a identificação 
de genes de suscetibilidade de doenças complexas (Collins et al., 1998). Consistem na 
substituição de um único nucleótido, originando dois alelos para o mesmo locus (figura 
18) (Burmeister, 1999; Nakamura, 2009). São as variações genéticas mais abundantes 
no genoma humano (90%), estando presentes a cada 300-1000 pb. Estima-se que 
existam cerca de 11 milhões de SNPs com uma frequência ≥ 1%, representando cerca 
de 90% de todos os polimorfismos (The International HapMap Consortium, 2007).  
 
Figura 18: Representação de Single Nucleotide Polymorphism (SNP). Substituição de uma 
única base, neste exemplo na sequência TAGC ocorre um SNP por alteração da base G para C, 
originando a sequência variante TACC, que difere apenas um nucleótido da sequência comum . 
Recentemente foram descobertos os CNV´s que são definidos como variações 
genómicas estruturais, tais como duplicações, deleções e multiplicações, resultando 
num decréscimo ou aumento do número de cópias de uma região genómica particular 
(figura 19). Os CNV’s englobam um ou vários genes, com possíveis implicações 
funcionais devido ao variável número de cópias de determinados genes, caso uma parte 
de um segmento significativo do gene seja excluído ou caso uma unidade funcional, 
incluindo a região reguladora, de um gene em particular seja repetido ou multiplicado 







Figura 19: Copy Number Variation (CNV). CNVs correspondem a regiões relativamente grandes 
do genoma que foram suprimidas (menos do que o número normal) ou repetidas (mais do que o número 
normal) em certos cromossomas. Por exemplo, o cromossomo que normalmente tem segmento em ordem 
como ABCD pode em vez disso ter segmentos ABCCD (a duplicação de "C"), ABD (a supressão de "C"), 
ABCDDDD (a multiplicação de “D”) ou um conjunto de alterações originando CNV’s complexos (a 
multiplicação de “D” conjuntamente com multiplicação de “CD”). Adaptado de Estivill & Armengol, 
(2007). 
A localização e o tipo de polimorfismo podem originar diferentes efeitos na 
função e expressão da proteína. Os polimorfismos podem ocorrer em regiões 
codificantes, em regiões reguladoras (5’UTR, 3’UTR, região promotora, regiões de 
splicing e intrões) e em regiões não codificantes. Os polimorfismos que ocorrem em 
regiões codificantes podem ser subdivididos em sinónimos, não alteram a sequência de 
aminoácidos da proteína, devido a redundância inerente no código genético e não-
sinónimos, que alteram a sequência de aminoácidos de uma determinada proteína, 
podendo resultar em graves alterações da função e estrutura da proteína. Relativamente 
aos polimorfismos localizados nas regiões promotoras ou reguladoras (5’UTR e 
3’UTR), não alteram a sequência de aminoácidos na proteína mas podem afetar a 
atividade do promotor e por conseguinte alterar os níveis de expressão do gene. 
Enquanto os polimorfismos situados em locais de splicing podem afetar a expressão. No 
caso dos polimorfismos localizados em regiões não codificantes, normalmente não têm 
efeitos na estrutura e função da proteína. No entanto, podem influenciar a expressão 





As variantes genéticas contribuíram de forma fundamental para o 
desenvolvimento de dois grandes marcos da história da genética humana, o Projecto do 
Genoma Humano (PGH) e o Projecto HapMap. O Projecto Genoma Humano integrou 
vários centros de investigação nos Estados Unidos, Reino Unido, França, Alemanha e 
Chapão, cujo seu principal objectivo era mapear todos os genes do genoma humano, 
bem como, descrever a sequencia completa do DNA (International Human Genome 
Sequencing Consortium, 2001). Este projeto permitiu a obtenção de informação 
fundamental a utilizar na identificação de fatores genéticos envolvidos em doenças 
genéticas humanas. Posteriormente surgiu o projecto HapMap, com o objetivo de 
determinar padrões de sequências variantes de DNA que afectam uma doença comum 
em populações geograficamente diferentes com ancestrais de África, Ásia e Europa, e 
tornar esta informação livremente disponível para a comunidade cientifica (The 
International HapMap Consortium, 2003). O conhecimento adquirido permitiu construir 
mapas destes padrões (SNPs) ao longo do genoma e identificar haplotipos (combinações 
de alelos que são herdados em conjunto no mesmo cromossoma, descendente de um 
antecessor comum) (The International HapMap Consortium, 2007). O projecto HapMap 
possibilitou a utilização de tag SNPs, um conjunto restrito de SNPs em linkage 
desiquilibrium (figura 20). Os tag SNPs capturam a maior diversidade genética possível 
numa determinada região genómica, fornecendo informação sobre os restantes SNPs 
presentes ao longo dessa região (The International HapMap Consortium, 2005). Assim, 
a selecção criteriosa de tag SNPs permitiu a redução significativa de custos de 
genotipagem, tornando financeiramente viáveis os estudos genéticos de associação que 
abrangem todo o genoma humano, designados de Genome Wide Association Studies 






Figura 20: Esquema representativo da relação entre SNPs, haplotipos e tag SNPs. Representação de 
quatro versões de uma região específica de DNA do mesmo cromossoma em diferentes indivíduos. Cada 
SNP tem dois alelos possíveis. Os haplotipos são constituidos por uma combinação de alelos de SNPs 
próximos. A genotipagem dos três tag SNPs indicados é por si só suficiente para identificar os quatro 
haplotipos. Assim, se um determinado cromossoma possuir o padrão A-T-C para os três tag SNPs, este irá 
corresponder ao padrão determinado para o haplotipo 1. Adaptado de The International HapMap 
Consortium (2003). 
1.5 Genes Candidatos 
1.5.1 Gene do transportador da dopamina 
O gene SLC6A3 (solute carrier 6, member 3) que codifica o transportador da 
dopamina (DAT), localiza-se no cromossoma 5p15.3 (Vandenbergh et al., 1992) e é um 
alvo importante de ação das drogas psicoestimulantes, nomeadamente da cocaína e das 
anfetaminas. A localização específica do DAT em neurónios dopaminérgicos 
centralmente implicados nos efeitos de recompensa, implica que esses circuitos de 
recompensa sejam suscetíveis de funcionar de forma diferente consoante os diferentes 
níveis de expressão do gene. O mecanismo biológico envolvido na regulação da 
disponibilidade do DAT no cérebro ainda continua por esclarecer, apesar dos vários 
esforços realizados por parte de inúmeras equipas científicas para tentar clarificar este 
mecanismo. Um estudo aponta para uma forte evidência de que o bloqueio do DAT por 
parte das substâncias psicoativas é crucial para estas mesmas induzirem efeitos de 
reforço (Thomsen et al., 2009). Em relação ao álcool também se verificou uma 
diminuição da preferência do consumo do mesmo por parte de modelos animais 
knockout (Zhu & Reith 2008). Diversos estudos de imagiologia cerebral realizados in 
vivo, revelaram também que os níveis de expressão do gene SLC6A3 podem ser afetados 
pelo consumo de álcool, nicotina e drogas ilícitas. Doentes alcoólicos, durante os 
episódios de consumo, apresentam alterações significativas nos níveis de densidade 
cerebrais do DAT no estriado, comparados com os controlos (Kohnke et al., 2005; 
Kohnke 2008; Costa et al., 2011). No entanto, verifica-se que os níveis normais são 
repostos após um período de abstinência (Xu & Lin, 2011). Um estudo realizado em 
fumadores do sexo masculino também revelou uma diminuição da viabilidade do DAT 
comparados com os controlos, sugerindo que o tabaco pode alterar as funções 





Com base nas evidências mencionadas o gene SLC6A3 é um bom candidato 
para a etiologia das dependências de drogas lícitas e ilícitas (Newberg et al., 2007; Zhu 
& Reith 2008).  
 
1.5.2 Gene do transportador da serotonina 
O gene SLC6A4 (solute carrier family 6, member 4) que leva à expressão do 
transportador da serotonina (5-HTT), localiza-se no cromossoma 17q11.2 
(Ramamoorthy et al., 1993). Tendo em conta que o 5-HTT regula a atividade 
serotoninérgica ao controlar a concentração extracelular de 5-HT, o gene que codifica a 
proteína 5-HTT tem sido investigado como gene candidato à vulnerabilidade para a 
dependência do álcool, da nicotina, de drogas ilícitas e para comportamentos de 
impulsividade/agressividade que geralmente estão associados a estas dependências 
(Lesch, 2005; Kohnke 2008; Chu et al., 2009; McHugh et al., 2010; Merenakk et al., 
2011). Por exemplo, vários estudos de imagiologia cerebrais in vivo, têm demonstrado 
uma diminuição da função e da expressão do 5-HTT em indivíduos alcoólicos com 
problemas ao nível do controlo dos impulsos, agressividade e abuso de drogas (Pivac et 
al., 2004; Lesch, 2005; Saiz et al., 2009; Ho et al., 2011).  
O gene SLC6A4 possui um polimorfismo de inserção/delecção (5-HTTLPR) na 
região promotora e que segundo resultados de inúmeros estudos tem sido descrito como 
o possível responsável pela regulação da expressão do 5-HTT (Thompson et al., 2010; 
Ho et al., 2011; Johnson et al., 2011). De facto, uma variante genética na região 
promotora do gene, acarreta repercussões a nível da transcrição, uma vez que modula os 
níveis de mRNA e de proteína, resultando numa expressão e função diferencial do gene 
(Watanabe et al., 2011) (figura 21). 
O polimorfismo 5-HTTLPR possui duas variações alélicas, uma longa (L) e 
outra curta (S), estando esta última relacionada com os baixos níveis de transcrição do 
gene e por sua vez com o aumento da vulnerabilidade para o abuso de substâncias e com 
um elevado risco de recaídas em indivíduos abstinentes (Saiz et al., 2009; Enoch et al., 
2011; Herman et al., 2011; Ho et al., 2011). Contrariamente, a forma (L) está 
relacionada com o aumento da expressão e da funcionalidade do 5-HTT no terminal 
pré-sináptico, traduzindo-se este efeito numa maior eficiência da recaptação da 5-HT e 
redução dos níveis da mesma na fenda sináptica (Shin et al., 2009; Thompson et al., 





Figura 21: Representação do gene SLC6A4 com a presença do polimorfismo 5-HTTLPR e das 
respectivas variantes alélicas. Adaptado de Gerretsen et al. (2009). 
O risco para o abuso de substâncias está relacionado com a homozigosidade, isto 
é, indivíduos homozigóticos para o alelo S (S/S) apresentam maior vulnerabilidade para 
o abuso de drogas, lícitas e ilícitas, do que indivíduos heterozigóticos para o mesmo 
alelo (S/L) e homozigóticos para o alelo L (L/L) (Saiz et al., 2009; Thompson et al., 
2010; Merenakk et al., 2011). No entanto, os estudos realizados até ao momento são 
controversos e o eventual papel do gene SLC6A4 na etiologia das dependências a drogas 
lícitas e ilícitas permanece por esclarecer.  
1.5.3 Gene do transportador da norepinefrina 
O transportador da norepinefrina (NET) codificado pelo gene SLC6A2 (solute 
carrier family 6, member 2) localiza-se no cromossoma 16q12.2 (Bruss et al., 1993), 
local de ação de vários antidepressivos e drogas de abuso, nomeadamente a cocaína 
(Sanders et al., 2005). Algumas evidências sugerem o gene SLC6A2 como um possível 
candidato para a dependência alcoólica e nicotínica assim como, para o abuso de drogas 
ilícitas, relacionados com comportamentos de ansiedade e depressivos (Xu et al., 2009). 
Por exemplo, estudos de imagem cerebral têm sugerido que baixos níveis de expressão 
do NET estão associados com o alcoolismo e o tabaco (Huang et al., 2008; Danielson et 





de investigar uma eventual associação entre o gene SLC6A2 e as dependências a drogas 
lícitas e ilícitas  
 
1.6 Objectivos 
As toxicodependências representam um grave problema social, quer pelas suas 
consequências ao nível de saúde pública quer pela criminalidade associada e o aumento da 
prevalência das toxicodependências a nível mundial tem vindo a revelar-se cada vez 
mais preocupante para a sociedade e para o próprio individuo. O sistema de recompensa, 
nomeadamente os sistemas dopaminérgico, serotoninérgico e noradrenérgico têm sido 
implicados na etiopatogenia das toxicodependências. Contudo, o papel das variantes genéticas 
VNTR, 5-HTTLPR e G1287A dos genes SLC6A3, SLC6A4 e SLC6A2, 
respectivamente, na etiologia das toxicodependências permanece por esclarecer, 
particularmente na população portuguesa. Assim, face à grande heterogeneidade clínica 
e genética que caracteriza as toxicodependências pretende-se investigar uma eventual 
associação entre os genes mencionados e as toxicodependências na população portuguesa, numa 
amostra de doentes alcoólicos do sexo masculino com e sem historial de drogas lícitas ou 
ilícitas  
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2. Materiais e Métodos 
 
2.1 Caracterização e critérios de diagnóstico da amostra 
Os doentes alcoólicos do sexo masculino com comorbidades de drogas lícitas e 
ilícitas foram selecionados no Centro Regional de Alcoologia do Centro Maria Lucília 
Mercês de Melo, em Coimbra, e após o esclarecimento do estudo e a obtenção do 
consentimento informado por escrito, procedeu-se à colheita de sangue para os estudos 
genéticos. A definição do fenótipo é crucial para os estudos genéticos e o diagnóstico 
foi efetuado de acordo com os critérios internacionais para a dependência alcoólica da 
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV) e a International 
Classification of Diseases (ICD-10), da Organização Mundial de Saúde (OMS). De um 
total de 2050 doentes alcoólicos, Caucasianos da população portuguesa, selecionou-se 
uma amostra de 633 doentes alcoólicos com e sem historial de drogas lícitas ou ilícitas 
(doentes alcoólicos = 285; doentes alcoólicos com historial de tabagismo= 284; doentes 
alcoólicos com historial de drogas ilícitas= 64), com idades compreendidas entre 26 e77 
anos. O estudo incluiu também uma amostra controlo do sexo masculino constituída por 
275 indivíduos, selecionada na população geral sem antecedentes de doenças 
psiquiátricas ou drogas lícitas e ilícitas, com idades compreendidas entre 22 e 76 anos. 
O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética do Centro Regional de Alcoologia do 
Centro Maria Lucília Mercês de Melo. 
 
2.2 Extracção do DNA genómico. 
O DNA genómico pode ser extraído de qualquer tipo de tecido e fluído biológico 
a partir de células nucleadas. No entanto, o DNA obtido de sangue periférico é mais 
rentável (Dickinson et al., 2001; Richardson et al., 2006). Na literatura estão descritos 
diversos protocolos de extração de DNA genómico, nomeadamente o método 
enzimático, o não enzimático e o método do fenol-clorofórmio, entre outros. O método 
enzimático proposto por Miller em 1988, proporciona a obtenção de DNA genómico 
com elevado grau de pureza e com alto peso molecular. Como o próprio nome indica, 
este método faz uso de uma enzima, designada proteínase K que efectua a digestão 
proteica e inibe a ação das enzimas hidrolíticas (DNAses) que degradam o DNA. O uso 
de um detergente, o dodecil sulfato de sódio (SDS), promove a acção da proteinase K 
solubilizando os lípidos e desnaturando as proteínas, resultando na disrupção das 
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membranas celulares. O método referido apresenta algumas vantagens em detrimento 
dos outros métodos mencionados, pois este não faz uso de solventes orgânicos tóxicos 
que podem interferir com a amplificação do DNA no emparelhamento dos primers e 
inibir a actividade da Taq polimerase na técnica de Polymerase chain reaction (PCR), 
sendo esta uma técnica altamente sensível a contaminantes.  
Neste estudo, o DNA genómico foi extraído de sangue total através do método 
enzimático descrito por Miller et al. (1988), modificado. As amostras de DNA foram 
obtidas de sangue periférico da população em estudo, utilizando tubos contendo o 
anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A 10 ml de sangue 
adicionaram-se três volumes de solução tampão de lise de glóbulos vermelhos (155 mM 
NH4Cl, 10 mM KHCO3 e 1 mM Na2EDTA.2H2O, pH 7.4) (Sigma®), homogeneizou-se 
e incubou-se em gelo durante 20 minutos, seguido de uma centrifugação a 2500 rpm 
(Rotanta 460R, Hettich®), durante 15 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, desprezou-
se o sobrenadante cuidadosamente, ressuspendeu-se o sedimento resultante em dois 
volumes de solução de lise de glóbulos vermelhos e centrifugou-se novamente a 2800 
rpm (Rotanta 460R, Hettich®), durante 15 minutos a 4ºC. Ao sedimento obtido desta 
segunda centrifugação e após a rejeição do sobrenadante, adicionaram-se 4 ml de 
solução tampão de lise de glóbulos brancos (10 mM Tris-HCl, 400 mM NaCl e 2 mM 
Na2EDTA.2H2O, pH 8) (Sigma®), 350 µl de SDS a 10% (BioRad®), 30 µl de 
proteinase K (20 mg/ml) (Roche®) e incubou-se no shaker (Forma Orbital Shaker, 
Thermo®) com agitação constante a 37ºC overnight. Depois da digestão enzimática, por 
acção da proteinase K, precipitaram-se as proteínas, adicionando-se 3 ml de uma 
solução saturada de NaCl 6 M (Sigma®) e centrifugou-se a 3750 rpm (Rotanta 460R, 
Hettich®), durante 30 minutos a 25ºC. Ao sobrenadante resultante, adicionaram-se duas 
vezes o volume de etanol absoluto frio para precipitação do DNA. A temperatura 
interfere com a solubilidade do DNA, assim, quanto menor a temperatura, menor é a 
solubilidade do DNA, facilitando a sua separação. Por fim,  o DNA foi lavado em 
etanol a 70% e adicionou-se Tris-EDTA (10 mM Tris-HCl e 2 mM Na2EDTA.2H2O, 
pH 7.4) (Sigma®). As amostras de DNA foram posteriormente incubadas na estufa 
Incubator S160D (Stuart Scientific®) em agitação constante a 37ºC. Após total 
solubilização, as amostras foram armazenadas e conservadas a 4ºC para posterior 
utilização. 
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2.3 Quantificação e determinação do grau de pureza do DNA. 
O método mais utilizado para determinar a concentração do DNA obtido e 
estimar a sua pureza é o método espectrofotométrico. As proteínas apresentam uma 
absorção máxima num comprimento de onda de 280 nm e os nucleótidos num 
comprimento de onda de 260 nm, tendo em conta que uma unidade de D.O260nm 
corresponde a 50 µg/mL de DNA de cadeia dupla (Sambrook et al., 1989). Após a 
extracção do DNA, a sua concentração, assim como os valores das absorvâncias a 
260nm e 280nm e as respectivas razões foram obtidas por leitura no espectrofotômetro 
(SmartSpecTM Plus Spectrophotometer, BioRad®). Assim, a concentração de DNA é 
determinada segundo a seguinte formula:  
 
[DNA]µg/mL = D.O260 nm × Factor de Diluição × Constante da dupla hélice 
 
A pureza do DNA isolado, é obtida através da relação da absorvância a 260nm e 
280nm (razão D.O260/D.O280) (Wilfinger et al., 1997), cujos valores da razão se devem 
situar no intervalo 1,8 e 2,0 (Miller et al., 1988). Se a razão não estiver compreendida 
entre estes valores, poderá indicar a presença de proteínas abaixo de 1.8 e a presença de 




2.4.1 Considerações gerais das técnicas 
 
2.4.1.1 Amplificação do DNA 
A amplificação do DNA é realizada pela técnica PCR, desenvolvida por Karry 
Mullis na década de 1980. Esta, revolucionou a genética molecular, permitindo a 
amplificação de pequenos fragmentos de DNA, sendo atualmente, uma das técnicas 
mais utilizadas na realização de sequenciação de genes, no diagnóstico de doenças 
genéticas, etc (Sambrook et al., 1989). É um método de elevada sensibilidade e 
especificidade devido ao uso de primers específicos para o gene ou região do DNA de 
interesse, originando milhões de copias do fragmento alvo. 
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O processo da PCR traduz-se em três etapas distintas: desnaturação, hibridização 
ou annealing e extensão (figura 22), que se repetem em 30 a 40 ciclos no termociclador, 
sem intervenção manual.  
Para efetuar uma reação de PCR são necessários os seguintes componentes: 
DNA molde, um par de primers, que são pequenas sequências oligonucleótidicas (18-
24pb) complementares a cada uma das cadeias moldes conferindo especificidade, 
desoxinucleótidos trifosfatados (dGTP. dCTP, dATP e dTTP), Taq DNA polimerase, 
que possui a capacidade de resistir a altas temperaturas e efetua a ligação dos dNTPs ao 
DNA molde, catiões divalentes (magnésio ou iões de magnésio) que funcionam como 
co-fatores da Taq polimerase e uma solução tampão para manter o pH nas condições 
ideais.  
Os parâmetros de optimização da reação de PCR são extremamente cruciais para 
o sucesso da amplificação do DNA e incluem, a alteração da concentração de magnésio 
(Mg2+), dos tempos de desnaturação, annealing e extensão, da alteração da temperatura 
de annealing dos primers e da alteração da quantidade de DNA e da Taq DNA 
polimerase (Innis et al., 1990). Por vezes, a reação de PCR não é bem-sucedida devido 
ao baixo rendimento da sequência de DNA alvo e à obtenção de amplificação de bandas 
indesejáveis não específicas, principalmente quando o conteúdo de guanina e citosina 
(GC) na sequência alvo é elevado (Sambrook et al., 1989). As zonas ricas em GC são 
difíceis de amplificar e favorecem a formação de estruturas secundárias, que são 
reconhecidas pela Taq polimerase como locais de terminação, ocorrendo deste modo 
amplificações incompletas e resultando em produtos de PCR com múltiplas bandas. 
Assim, condições especiais são necessárias para contornar estas situações. A adição de 
pequenas quantidades de desoxi-7-deaza-guanosina trifosfato (7-deaza-dGTP) e 
dimetilsulfóxido (DMSO) à mistura da reação, diminuem a formação de estruturas 
secundárias e melhoram o rendimento da reação (Chakrabarti & Schutt, 2001; Musso et 
al., 2006). 
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Figura 22: Representação das três etapas da PCR. Etapa 1: Desnaturação do DNA que consiste na separação da 
dupla cadeia de DNA através do calor a 95ºC. Etapa 2: hibridização ou annealing, que se traduz no emparelhamento 
dos primers a cada uma das cadeia moldes de DNA, a uma temperatura que pode variar de 50-60ºC. Etapa 3: 
extensão dos primers anelados por ação de uma DNA polimerase termoestável (Taq polimerase) a 72ºC sintetizando 
uma nova molécula de DNA. Adaptado de: Anderson, (2010).  
 
2.4.1.2 Digestão com enzimas de restrição 
Após a PCR, os produtos amplificados são submetidos a uma digestão por 
endonucleases de restrição, previamente selecionadas a partir do local de restrição de 
interesse para o polimorfismo a ser analisado.  
As enzimas de restrição são enzimas bacterianas que clivam as moléculas de 
DNA de cadeia dupla, em locais que apresentam uma determinada sequência específica 
de 4 a 6 nucleótidos. Estes locais são designados de locais de restrição que após a 
clivagem, geram fragmentos de DNA de diferentes tamanhos. 
 
2.4.1.3 Electroforese em gel de agarose.  
O produto amplificado e o produto digerido, são separados por electroforese em 
gel de agarose, de acordo com o seu tamanho e carga, por ação de um campo elétrico. A 
agarose é um polissacarídeo não tóxico, de fácil preparação e permite separar longos 
fragmentos de DNA (200 bp-50 kb) com diferentes concentrações. O tamanho dos 
poros do gel (definido pela concentração de agarose) é diretamente proporcional ao 
tamanho dos fragmentos que se pretendem separar, ou seja, quanto menor for a 
concentração do gel maior é a porosidade e assim, maior é o fragmento de DNA que 
poderá ser separado.  
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A mobilidade electroforética das amostras é afetada pela composição e a força 
iónica do tampão (Sambrook et al., 1989). O Tris-Acetato-EDTA (TAE) e o Tris-
Borato-EDTA (TBE), são os tampões mais vulgarmente utilizados em electroforese, 
embora o TAE possua menor capacidade tamponante que o TBE. A pH neutro o DNA 
apresenta carga negativa devido aos grupos fosfatos, migrando deste modo em direção 
ao polo positivo (cátodo). Às amostras e ao marcador de peso molecular, é adicionado 
um corante (loading dye) de forma a corar e aumentar a densidade das amostras e assim, 
permitir a visualização do percurso dos fragmentos durante a corrida electroforética. O 
marcador de peso molecular permite determinar o tamanho dos fragmentos de DNA.  
As bandas resultantes da electroforese são visualizadas num sistema de imagem 
na presença de brometo de etídio, que intercala nas cadeias de DNA e imite 
fluorescência após exposição aos raios ultravioleta (UV). 
 
2.4.2 Estudo dos genes candidatos 
 
2.4.2.1 Polimorfismo VNTR 40-pb do gene SLC6A3  
Para o estudo do polimorfismo VNTR de 40 pb da região não codificante 3’UTR 
do gene SLC6A3, a amplificação do DNA foi otimizada segundo o protocolo descrito 
por Vandenbergh et al., (1992), utilizando os primers (Invitrogen®) forward (5’-
TGTGGTGTAGGGAACGGCCTGAG-3’) e reverse (5’-
CTTCCTGGAGGTCACGGCTCAAGG-3’). A amplificação foi realizada num volume 
final de 25µl, contendo 75 ng de DNA genómico, 1X a solução tampão (Invitrogen®), 
1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs (Invitrogen®), 0,25 mM de cada primer (Invitrogen®), 
e 0,05 U/µl Taq polimerase (Invitrogen®). O protocolo de amplificação foi realizado 
num termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems) num total de 
30 ciclos. Após uma desnaturação inicial de 3 minutos a 94ºC, cada ciclo consistiu em 
desnaturação a 93ºC (60s), emparelhamento dos primers a 65ºC (60s) e extensão da 
cadeia a 72ºC (60s), seguida de uma extensão final a 72ºC durante 5 minutos. 
O produto amplificado foi corado com 5 µl de solução corante (loading dye 
solution; xileno cianol 0.025% (m/V) (Sigma®); azul bromofenol 0.025% (m/V) 
(Sigma®) e glicerol 30% (m/V) (Invitrogen®)) e colocado num gel de agarose a 3%, 
previamente corado com brometo de etídeo (10 mg/ml) (Bio-Rad®). 
Subsequentemente, procedeu-se à separação dos fragmentos por electroforese num 
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sistema horizontal (Bio-Rad®), contendo 1X o tampão TBE (89 mM Tris-base; 89 mM 
ácido bórico e 2 mM Na2EDTA.2H2O, pH 8) e a visualização dos mesmos, no sistema 
Gel DocTM EQ, (Bio-Rad®). O tamanho dos fragmentos foi determinado com base no 
número de pb específico de cada repetição descritos por Vandenbergh et al. (1992) 
(Tabela I) e por comparação com o marcador de peso molecular Gene RulerTM 100 pb 
DNA ladder (MBI Fermentas®). 
 
Tabela I- Número de cópias e respectivos tamanhos em pb dos fragmentos amplificados do 
VNTR de 40 pb do gene SLC6A3. Adaptado de Vandenbergh et al. (1992). 
 
 
2.4.2.2 Polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4  
O protocolo de amplificação do DNA referente ao polimorfismo 5-HTTLPR de 
44 pb, localizado na região promotora do gene SLC6A4, foi otimizado de acordo com as 
condições experimentais descritas por Mynett-Johnson et al. (2000). Para um volume 
final de 25 µl de reação, desnaturou-se 100 ng de DNA genómico a 95ºC durante 5 
minutos, e adicionou-se 1X a solução tampão (Invitrogen®), 1,5 mM MgCl2 
(Invitrogen®), 0,2mM dNTP’s + 50% 7-deaza-dGTP (Invitrogen®), 1µM de cada 
primer (Invitrogen®), forward (5’-GGCGTTGCCGCTCTGAATGC-3’) e reverse (5’- 
GAGGGACTGAGCTGGACAACCAC - 3’), 10% DMSO (Invitrogen®) e 0,04 U/µl 
Taq polimerase (Invitrogen®). As condições de amplificação da região de interesse 
consistiram em 40 ciclos. Cada ciclo foi realizado sob condições de desnaturação a 
95ºC, durante 30 segundos, emparelhamento dos primers a 61ºC, durante 30 segundos e 
extensão da cadeia a 72ºC, durante 60 segundos, finalizando com uma extensão final a 
72ºC durante 10 minutos (GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems).  
Ao DNA amplificado adicionou-se 5 µl de solução corante (xileno cianol 
0.025% (m/V) (Sigma®); azul bromofenol 0.025% (m/V) (Sigma®) e glicerol 30% 
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(m/V) (Invitrogen®)). Os fragmentos resultantes foram separados num gel de agarose a 
2,5%., corado com brometo de etídio (10 mg/mL) (Bio-Rad®)  
A electroforese decorreu num sistema de electroforese horizontal (Bio-Rad®) 
contendo 1X o tampão TBE (89 mM Tris-base; 89 mM ácido bórico e 2 mM 
Na2EDTA.2H2O, pH 8), a uma voltagem de 120V e o tamanho dos fragmentos 
visualizados no sistema Gel DocTM EQ, (Bio-Rad®) foram determinados por 
comparação com o marcador de peso molecular Gene RulerTM 100 pb DNA ladder 
(MBI Fermentas®)  
 
2.4.2.3 Polimorfismo G1287A do gene SLC6A2  
O polimorfismo G1287 do gene SLC6A2, localizado no exão 9, foi genotipado 
após otimização com base no protocolo descrito por Jonsson et al., (1998). O fragmento 
de 241 pb foi amplificado pela técnica PCR, num volume total de reação de 25 µl 
incluindo 50 ng de DNA genómico, 0,4 µM de cada primer (Invitrogen®) forward (5’-
TCCAGGGAGACCCTAATTCC-3’) e reverse (5’-TTGACTTTATTGAAATGCGGC-
3’), 1X solução tampão (Invitrogen®), 1,5 mM MgCL2 (Invitrogen®), 0,2 mM dNTPs 
(Invitrogen®) e 0,02 U/µl Taq polimerase (Invitrogen®). 
As condições de amplificação consistiram numa desnaturação inicial do DNA 
durante 5 minutos a 94ºC, seguida de 35 ciclos que incluíram a desnaturação a 94ºC 
(30s), o emparelhamento dos primers a 57ºC (30s) e a extensão da cadeia a 72ºC (30s). 
Após o último ciclo, seguiu-se uma extensão final de 5 minutos a 72ºC (GeneAmp® 
PCR System 9700, Applied Biosystems).  
De forma avaliar se ocorreu amplificação, 5 µl do produto do PCR foi aplicado 
num gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio. O produto amplificado foi 
incubado com 5U da enzima de restrição Sau96I (New England BioLabs®) a 37ºC 
overnight. Os fragmentos digeridos, previamente corados com 5 µl de solução corante 
(xileno cianol 0,025% (m/V) (Sigma®); azul bromofenol 0,025% (m/V) (Sigma®) e 
glicerol 30% (m/V) (Invitrogen®)), foram separados em gel de agarose Nusieve 3:1 
(Karlan®) a 3%, contendo 1X o tampão TBE (89 mM Tris-base; 89 mM ácido bórico e 
2 mM Na2EDTA.2H2O, pH 8) com uma voltagem de 110V, num sistema horizontal 
(Bio-Rad®). Posteriormente, os alelos foram visualizados no sistema Gel DocTM EQ, 
(Bio-Rad®) e os tamanhos foram determinados por comparação com o marcador de 
peso molecular Gene RulerTM 100 pb DNA ladder (MBI Fermentas®)  
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2.5 Análise estatística 
Os resultados obtidos foram analisados com o Primer of Biostatistics program (versão 
3.01) (Glantz, 1992). A amostra total de 908 indivíduos (633 doentes alcoólicos com e 
sem historial de drogas lícitas ou ilícitas; 275 controlos sem antecedentes de doenças 
psiquiátricas ou drogas lícitas e ilícitas) foi fragmentada e a comparação da distribuição 
dos genótipos e dos alelos nos diferentes grupos foi efetuada recorrendo a tabelas de 
contingência utilizando o Qui-quadrado. Para valores de p< de 0,05 os resultados foram 
considerados estatisticamente significativos. Procedeu-se à análise dos genótipos e 
alelos comparando: 1) uma amostra de doentes alcoólicos versus controlos; 2) uma 
amostra de doentes alcoólicos versus doentes alcoólicos com historial de tabagismo; e 
3) uma amostra de doentes alcoólicos versus doentes alcoólicos com historial de drogas 
ilícitas.  
 




3. Resultados e discussão 
 
3.1 Análise do polimorfismo VNTR do gene SLC6A3  
O gene SLC6A3 localiza-se no braço curto (p15.3) do cromossoma 5 
(Vandenbergh et al., 1992) e é constituído por 15 exões e 14 intrões (Donovan et al., 
1995). A variante genética VNTR de 40 pb no gene SLC6A3 localizada na região 
3’UTR está representada na Figura 23 (Vandebergh et al., 1992). 
 
Figura 23: Representação esquemática da estrutura do gene SLC6A3 com a localização do 
polimorfismo VNTR na região 3’UTR. Legenda da figura: 1 a 15- exões do gene, ‘UTR- (Untranslated 
Region),   - intrões do gene. 
 
Para investigar a variante genética do gene SLC6A3, amplificou-se o DNA 
genómico segundo a metedologia descrita em 2.4.2.1 de Materiais e Métodos do 
capítulo 2 e o perfil electroforético está representado na Figura 24.  





Figura 24: Imagem electroforética dos segmentos de DNA amplificados, referentes ao 
polimorfismo VNTR da região 3’UTR do gene SLC6A3, em gel de agarose a 3%. Legenda da figura: 1, 3, 
13, 16 e 17- amostras heterozigóticas para as repetições 10 (480 pb) e 11 (520 pb) nº de cópias. 2, 5, 7, 8, 
9, 12, 15,18 e 19- amostras homozigóticas para a repetição de 10 (480 pb) nº de cópias. 4, 11 e 14- 
amostras heterozigóticas correspondentes as repetições de 9 (440 pb) e 10 (480 pb) nº de cópias. 6 e 10- 
amostras homozigóticas para a repetição de 11 (520 pb) nº de cópias. M- marcador de peso molecular 
Gene RulerTM 100 pb DNA ladder (MBI Fermentas®). 
 
A análise da distribuição genotípica e alélica, referente ao polimorfismo VNTR 
de 40 pb do gene SLC6A3, esta representada na Tabela II e a análise estatística revelou 
uma associação entre o alcoolismo e o gene SLC6A3, para o genótipo (Χ2 = 11,308; df= 
3; p= 0,013), o que parece sugerir que o polimorfismo VNTR de 40 pb está envolvido 
na pré-disposição ao alcoolismo, na população portuguesa, apesar destes resultados 
carecerem de replicação. Os nossos resultados estão de acordo com estudos realizados 
em várias populações caucasianas de diferentes áreas geográficas (Lin & Xu, 2011). 
Contrariamente, os resultados referentes à distribuição alélica foram negativos 
(Χ2= 2,666; df= 2; p= 0,264). De facto, a disponibilidade e a funcionalidade do DAT no 
cérebro podem estar dependentes de variantes genéticas. Dos vários repeats do 
polimorfismo VNTR de 40 pb os alelos 9 e 10 são os mais frequentes na maioria das 
populações humanas (Vandebergh et al., 1992; vanNess et al., 2005; Lin & Xu, 2011). 
Similarmente, no nosso estudo também se verificou que os alelos 9 e 10 são os mais 









Tabela II: Distribuição genotípica e alélica, com as respetivas frequências, do polimorfismo 
VNTR do gene SLC6A3 em doentes alcoólicos com comorbidade de drogas ilícitas e lícitas (tabaco) e 
controlos. 
 
 Genótipos (%) Alelos (%) 

































= 11,308; df= 3; p= 0,013  Χ2= 2,666; df= 2; p= 0,264 
*Genótipos raros: 3,10; 2,9; 9,11; 3,9; 10,11; 7,7; 8,10; 5,9; 5,10. 
**Alelos raros: 3,2, 11, 7, 8, 5. 
 
Devido à localização do polimorfismo na região 3’UTR do gene, as variantes 
alélicas não resultam em alterações funcionais e estruturais do transportador. No 
entanto, podem afetar a estabilidade do mRNA e a regulação da síntese da proteína, 
alterando os níveis de expressão (VanNess et al., 2005; Xu & Lin, 2011). Por exemplo, 
vários estudos demonstraram que o alelo 9 conduz a uma menor expressão do DAT 
(Vandenbergh et al., 1992; Heinz et al., 2000; vanDyck et al., 2005), o que implica um 
aumento da DA livre na fenda sináptica, que por conseguinte leva ao reforço e a 
intensificação do consumo da substância. 
No sentido de se investigar uma eventual associação entre o polimorfismo 
VNTR de 40 pb do gene SLC6A3 e as drogas ilícitas, procedeu-se a análise estatística 
comparando uma amostra de doentes alcoólicos com historial de droga ilícitas versus 
doentes alcoólicos, e os resultados obtidos não revelaram associação para o genótipo 
(Χ2 = 4,961; df= 3; p= 0,232) (Tabela III). No entanto, relativamente à distribuição 
alélica, detetou-se associação entre a dependência de drogas ilícitas (Χ2= 7,456; df= 2; 
p= 0,024) e o polimorfismo VNTR de 40 pb do gene SLC6A3, o que parece sugerir que 
este polimorfismo é um fator de risco para na população portuguesa. Face aos resultados 
apresentados na Tabela III, verificou-se que o genótipo 9,10 (49,3%) é mais frequente 
no grupo referente aos doentes alcoólicos com comorbidade de drogas ilícitas e que o 
alelo 10 (54,3%) é predominante nos doentes alcoólicos com comorbidade de drogas 
ilícitas. A associação detetada neste estudo entre o gene SLC6A3 e a dependência de 




drogas ilícitas não esta de acordo com os resultados apresentados por Gelernter et al. 
(2004) e Persico et al. (1993).  
 
Tabela III: Distribuição genotípica e alélica, com as respetivas frequências, do polimorfismo 
VNTR do gene SLC6A3 em doentes alcoólicos com ou sem comorbidade de drogas ilícitas. 






































= 4,961; df= 3; p= 0,232 Χ2= 7,456; df= 2; p= 0,024 
*Genótipos raros: 8,8; 7,10; 10,11; 7,9. 
**Alelos raros 8, 7, 11. 
 
Procedeu-se também à análise estatística comparando uma amostra de doentes 
alcoólicos com historial de tabagismo versus uma amostra de doentes alcoólicos e os 
resultados obtidos referentes à distribuição genotípica (Χ2 = 0,777; df= 3; p= 1,000) e 
alélica (Χ2=0,105; df=2; p= 0,949) do gene SLC6A3 são negativos (Tabela IV).  
 
Tabela IV: Distribuição genotípica e alélica do polimorfismo VNTR do gene SLC6A3 em 
doentes alcoólicos fumadores e não fumadores. 
 Genótipos (%) Alelos (%) 

































= 0,777; df= 3; p= 1,000 Χ2=0,105; df=2; p= 0,949 
*Genótipos raros: 10,11; 9;11; 5,10; 2,3. 
**Alelos raros: 11; 5, 2, 3. 
 
Com base nos resultados obtidos podemos inferir que o gene SLC6A3 está 
implicado na etiologia do alcoolismo e na dependência de drogas ilícitas, na população 
estudada. É importante referir que apesar deste polimorfismo ter sido investigado em 




várias populações mundiais, com o intuito de tentar esclarecer o eventual papel deste na 
etiologia das toxicodependências, os resultados são inconclusivos (Samochowiec et al., 
2006; Xu & Lin, 2011; Costa et al., 2011), carecendo de estudos adicionais com 
amostras maiores e em outras populações que ainda não tenham sido estudadas.  
 
3.1 Análise do polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4  
O gene SLC6A4 que codifica o transportador da serotonina, localiza-se no braço 
longo (q11.2) (Ramamoorthy et al., 1993) (Figura 25). O polimorfismo em estudo (5-
HTTLPR) situa-se na região promotora do gene SLC6A4 e caracteriza-se pela presença 
de duas formas alélicas, a variante longa (L) e a variante curta (S) (Figura 25) (Heils et 
al., 1996).  
 
 
Figura 25: Representação esquemática da estrutura do gene SLC6A4 com a localização do 
polimorfismo 5-HTTLPR na região promotora do gene. Legenda da figura: I a XIV- Exões, S- variação 
alélica curta, L- variação alélica longa. Adaptado de Canli & Lesch, (2007). 
 




O polimorfismo 5-HTTLPR foi genotipado de acordo com as condições 
descritas em 2.4.2.2 do capítulo 2 de Materiais e Métodos. Na Figura 26 está 
representado o perfil electroforético dos produtos amplificados pela PCR. 
Figura 26: Imagem electroforética dos segmentos de DNA amplificados, referentes ao 
polimorfismo 5-HTTLPR da região promotora do gene SLC6A4, em gel de agarose a 2,5 %. Legenda da 
figura: 1, 2, 3, 4, 5 e 7- indivíduos heterozigóticos para as variantes S (484 pb) e L (528 pb) . 6, 8, 9 e 10- 
indivíduos homozigóticos para a variante L (528 pb). M- marcador de peso molecular Gene RulerTM 100 
pb DNA ladder (MBI Fermentas®). 
 
Os resultados referentes à análise do polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4 
em doentes alcoólicos e controlos, doentes alcoólicos com e sem historial de drogas 
ilícitas estão representados na Tabela V e VI, respetivamente. Estes, não revelaram 
diferenças estatisticamente significativas para os diferentes grupos, quer para o genótipo 
(Χ2= 0,373; df=2; p= 0,830), (Χ2=0,991; df =2; p= 0,609) quer para o alelo (Χ2= 0,001; 
df=1; p= 0,961), (Χ2= 0,242; df=1; p= 0,623). 
No entanto, verificou-se um aumento da percentagem do genótipo L/L em 
doentes alcoólicos e doentes alcoólicos com historial de drogas ilícitas 
comparativamente com o genótipo S/S. Similarmente, os resultados obtidos neste 
estudo estão de acordo com os efectuados nas populações alemã, Afro-Americana e 
Japonesa (Kohnk et al. (2006) e Gelernter et al. (1997). No entanto, os resultados não 
estão de acordo com estudos nos quais foi encontrada associação entre o gene SLC6A4 









Tabela V: Distribuição genotípica e alélica, com as respetivas frequências, do polimorfismo 5-  
HTTLPR do gene SLC6A4 em doentes alcoólicos com comorbidades e controlos. 
 
 
Tabela VI: Distribuição genotípica e alélica, com as respetivas frequências, do polimorfismo 5-
HTTLPR do gene SLC6A4 em doentes alcoólicos com ou sem comorbidade de drogas ilícitas. 
 Genótipos (%) Alelos (%) 
 



























=0,991; df =2; p= 0,609 Χ2= 0,242; df=1; p= 0,623 
 
Analisando os dados referentes aos casos de alcoolismo com historial de 
tabagismo e alcoolismo sem historial de tabagismo representados na Tabela VII, não se 
detetaram diferenças estatisticamente significativas na distribuição alélica (Χ2= 0,775; 
df= 1; p= 0,382). No entanto, uma associação positiva entre a dependência tabágica e o 
gene SLC6A4 foi detetada para o genótipo (Χ2= 7,390; df =2; p= 0,025), sugerindo que 
o polimorfismo 5-HTTLPR poderá desempenhar um papel importante na etiologia da 
dependência tabágica na população portuguesa. Os nossos resultados estão de acordo 
com os resultados obtidos em diferentes populações mundiais (Ishikawa et al., 1999; Hu 
et al., 2000; Lerman et al., 2000; Kremer et al., 2005; Gerra et al., 2005; Chu et al., 
2009; Nilsson et al., 2009). 
 
 Genótipos (%) Alelos (%) 
 
L/L S/L S/S L S 























= 0,373; df=2; p= 0,830 Χ2= 0,001; df=1; p= 0,961 




Tabela VII: Distribuição genotípica e alélica do polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4 em 
doentes alcoólicos fumadores e não fumadores. 
 Genótipos (%) Alelos (%) 
 


























= 7,390; df =2; p= 0,025 Χ2= 0,775; df= 1; p= 0,382 
 
Os resultados obtidos são importantes uma vez que uma variação genética na 
região promotora do gene, acarretando repercussões a nível da transcrição, da alteração 
dos níveis de mRNA e da proteína, resultando numa expressão e função diferencial do 
gene (Watanabe et al., 2011). 
. 
3.1 Análise do polimorfismo G1287A do gene SLC6A2  
O gene SLC6A2 que codifica o transportador da norepinefrina, responsável pela 
regulação da norepinefrina nas sinapses, é constituído por 14 exões e 13 intrões 
(Porzgen et al., 1995). Para o estudo do polimorfismo G1287A do gene SLC6A2, 
localizado no exão 9, resultante da substituição de uma guanina (G) por uma adenina 
(A) (Figura 27), procedeu-se à amplificação do DNA genómico, segundo a metodologia 




Figura 27: Representação esquemática da estrutura do gene 
polimorfismo G1287A no exão 9 do gene
(Untranslated Region),   - intrões do gene.
 
O segmento de 241 pb foi amplificado pela técnica PCR e 
está representado na Figura 28
 
Figura 28: Imagem electroforética
polimorfismo G1287A no exão 9 
bandas de amplificação de 241 pb d
amplificação. M- marcador de peso molecular 
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Os produtos amplificados foram digeridos com a enzima de restrição Sau96I, 
segundo as condições descritas em 2.4.2.2 do capítulo 2 de Materiais e Métodos. A 
digestão revelou a existência de bandas com peso molecular de 113+76+31+21 pb que 
correspondem a indivíduos homozigóticos wild-type (GG), fragmentos de 113+97+31 
pb que correspondem a indivíduos homozigóticos para o alelo mutante (AA) e bandas 
de 113+76+97+31+21 pb referentes a indivíduos heterozigóticos (GA) (Figura 29). A 
clivagem de locais não polimórficos produz fragmentos constantes de 113 pb e 31 pb. 
Figura 29: Electroforese dos produtos obtidos após a digestão com a enzima Sal 96I, referentes 
ao polimorfismo G1287A do gene SLC6A2. Os produtos digeridos foram separados em gel Nusieve 3:1 a 
3%. Legenda da figura: 1, 2, 3, 7, 13 e 16- heterozigóticos (GA); 4, 5, 6, 8, 9, 12, 14 e 15- homozigóticos 
wild-type (GG); 10 e 11- homozigóticos (AA); M- marcador - marcador de peso molecular Gene RulerTM 
100 pb DNA ladder (MBI Fermentas®). 
 
Na Tabela VIII estão representados os genótipos e as frequências alélicas 
referentes ao gene SLC6A2 obtidas de uma amostra de doentes alcoólicos e controlos. A 
análise estatística referente ao genótipo revelou associação entre o alcoolismo e o gene 
SLC6A2 na população portuguesa (Χ2= 15,609; df= 2; p= 0,000). Estes resultados não 
estão de acordo com os resultados obtidos nas populações caucasianas e chinesas 
(Samochowiec et al., 2002; Huang et al., 2008). Relativamente à frequência alélica, não 
se detetaram diferenças estatisticamente significativas entre a amostra de doentes 
alcoólicos e a amostra controlos (Χ2= 0,015; df= 1; p= 0,902). Contudo verificou-se que 
o alelo G é mais frequente em alcoólicos (67%), estando este resultado de acordo com 
outros estudos nos quais o alelo G também foi mais frequente no grupo de doentes 








Tabela VIII: Distribuição genotípica e alélica, com as respetivas frequências, do polimorfismo 
G1287A do gene SLC6A2 em doentes alcoólicos com comorbidade de drogas ilícitas e lícitas (tabaco) e 
controlos. 
 Genótipos (%) Alelos (%) 
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= 15,609; df= 2; p= 0,000 Χ2= 0,015; df= 1; p= 0,902 
 
Uma vez que o gene SLC6A2 esta implicado em comportamentos depressivos e 
de ansiedade que por sua vez, estão envolvidos no abuso de drogas, propôs-se o estudo 
de averiguar o eventual papel deste gene numa amostra de alcoólicos com e sem 
historial de drogas ilícitas. Analisando os resultados estatísticos, não foi revelada 
associação entre o gene e a dependência a drogas ilícitas quer para os genótipos (Χ2= 
4,571; df = 2; p= 0,102) quer para os alelos (Χ2= 2,118; df= 1; p= 0,146). Este estudo 
carece de ser replicado em outras populações. 
 
Tabela IX: Distribuição genotípica e alélica, com as respetivas frequências, do polimorfismo 
G1287A do gene SLC6A2 em doentes alcoólicos com ou sem comorbidade de drogas ilícitas. 
 Genótipos (%) Alelos (%) 
 



























= 4,571; df = 2; p= 0,102 Χ2= 2,118; df= 1; p= 0,146 
 
Os hábitos tabágicos também foram averiguados na população portuguesa, 
revelando associação genotípica e alélica entre o gene SLC6A2 e a dependência ao 
tabaco (Tabela X). Em relação as frequências alélicas, verificou-se um aumento do alelo 
G em fumadores (70,4%) comparativamente com os controlos (60,4%).   





Tabela X: Distribuição genotípica e alélica do polimorfismo G1287A do gene SLC6A2 em 
doentes alcoólicos fumadores e não fumadores. 
 Genótipos (%) Alelos (%) 
 


























= 40,094; df= 2; p= 0,000 Χ2= 10,575; df= 1; p= 0,001  
 
No seu conjunto os resultados obtidos, apesar de carecerem de replicação 
implicam o gene SLC6A2 na etiologia quer da dependência alcoólica quer da 
dependência tabágica, na população portuguesa. O polimorfismo G1287A do gene 
SLC6A2, que  não resulta numa alteração da sequência de aminoácidos, no entanto 
quando em linkage desiquilibrium com outro polimorfismo no mesmo gene poderá ter 
repercussões ao nível da estrutura do NET, que por sua vez poderá interferir com a 
recaptação da NE da fenda sináptica.  
 




4. Conclusões  
Neste trabalho, utilizando a estratégia do gene candidato, investigou-se uma 
eventual associação entre os polimorfismos VNTR de 40 pb, 5-HTTLPR e G1287A dos 
genes SLC6A3, SLC6A4, SLC6A2, respectivamente, na etiologia das 
toxicodependências.  
Relativamente ao polimorfismo VNTR de 40 pb do gene SLC6A3, os resultados 
obtidos revelaram associação quer para o alcoolismo quer para a dependência de drogas 
ilícitas. Estes resultados sugerem que o polimorfismo VNTR de 40 pb poderá 
desempenhar um papel importante na etiologia do alcoolismo e na dependência de 
drogas ilícitas, na população estudada. 
No que se refere ao polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4 não se observou 
associação tanto para o alcoolismo como para as drogas ilícitas, contudo observou-se 
uma associação entre o gene SLC6A4 e a dependência ao tabaco, sugerindo que o 
polimorfismo 5-HTTLPR poderá eventualmente ser um fator de risco para a 
dependência tabágica na população portuguesa.  
Em relação ao gene SLC6A2, os resultados obtidos permitem inferir que o 
polimorfismo G1287A desempenha um papel minor na etiologia quer do alcoolismo 
quer da dependência tabágica na população portuguesa. 
Resumindo, apesar dos resultados obtidos carecerem de replicação, são cruciais 
para o desenvolvimento de estratégias de prevenção e tratamento, permitindo também 
identificar precocemente indivíduos em risco, contribuindo deste modo, para uma diminuição 
do número de vítimas de toxicodependência. 
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